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Introduction

I- Les schizocytes

Les schizocytes ou schistocytes (du grec « schizo » signifiant fractionnement, fissure [1]) sont
des fragments d’hématies circulants. Ils sont produits dans la majorité des cas par un
dommage meécanique extrinseque dans la circulation sanguine [2-3], notamment par
fragmentation sur des filaments de fibrine, mais une anomalie membranaire du cytosquelette

ou un dommage thermique peuvent aussi entrainer leur formation [4] (Figure 1).

) — O

Figure 1. Production des schizocytes (d’apres [3])

Ils sont habituellement absents ou trés rares chez les individus sains: ce sont alors des
artéfacts dlis au prélévement ou a I’étalement [4]. La présence d’un nombre augmenté de
schizocytes dans le sang périphérique, particuliecrement en 1’absence d’autres anomalies
morphologiques sévéres du globule rouge, est considérée comme anormale et doit faire
évoquer en premiere hypothese une anémie hémolytique mécanique, et avant tout une MAT,

dont le pronostic est défavorable si un traitement n’est pas instauré rapidement [5].

Au cours des MAT, leur formation est souvent secondaire a la présence de thromboses
disséminées des artérioles et capillaires et ils sont alors a I’origine de 1’anémie hémolytique
qui accompagne ces syndromes [6]. La présence des schizocytes est visible dans la majorité
des cas mais il faut savoir qu’elle peut manquer, en particulier au début de la maladie [7] et
qu’il faudra répéter la recherche. L’ apparition des schizocytes peut en effet étre retardée de
quelques jours par rapport aux autres signes cliniques et biologiques. Dans de rares cas, la

recherche de schizocytes a été rapportée négative tout au long de la maladie [8-9]. Les raisons
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de I’absence de schizocytes ne sont pas claires. Ainsi, la schizocytose ne doit pas étre

considérée comme constante au cours des MAT (sensibilité < 100%).

La présence des schizocytes n’est pas pathognomonique des MAT (spécificité < 100%) : elle
peut survenir au cours des macroangiopathies, consequence typique de dommage mécanique
due a une anomalie structurelle du cceur et des gros vaisseaux [10], essentiellement apres
chirurgie cardiaque (schizocytose modérée, transitoire de 24h)[11] ou dans le cadre de
valvulopathies. Une schizocytose chez les bénéficiaires de valve cardiaque prothétique est une
preuve de dysfonctionnement de celle-ci [12].

En dehors de la pathologie cardiovasculaire, les schizocytes peuvent également étre présents
dans des circonstances tres particulieres (liste non exhaustive) : CIVD [13], anémie
mégaloblastique [14], thalassémies, bralures, myélofibroses primitives, splénectomisés,
nouveau-nés. Il est a noter que, dans ces cas, les schizocytes ont des formes trés variables et
sont associés a une aniso-poikilocytose marquée, non spécifique du diagnostic du MAT [10].

Leur présence n’est pas alors considérée comme significative [4].

Enfin, la quantification de schizocytes a été aussi proposée comme critere pour la définition
d’un systeme de classification pour les MAT relatives a la transplantation de cellules souches

[15], et elle est souvent nécessaire de maniére itérative pour le suivi des transplantés [16].
La recherche de schizocytes, parfois avec quantification (pourcentage) est donc un examen

prescrit fréquemment, d’intérét majeur, urgent pour le diagnostic de MAT, et souvent répété

dans le cadre du suivi de la pathologie [6].

I11- Les micro-angiopathies thrombotiques

MAT ou micro-angiopathie thrombotique est un nom regroupant toutes les variétés de
purpura thrombotique thrombocytopénique et de syndrome hémolytique et urémique, qui
constituent les deux formes principales. Ce sont des maladies rares mais graves [11].

D’un point de vue histologique, ce terme décrit toutes les anomalies caractéristiques de ces
pathologies: anomalies des capillaires et artérioles, avec thromboses microvasculaires qui

résultent en une anémie hémolytique et une thrombopénie [17].
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Cliniquement, les MAT sont définies par ’association a divers degrés de 5 signes reflétant
des Iésions vasculaires généralisées : fiévre, signes neurologiques variés d’origine centrale,
signes traduisant une insuffisance rénale, anémie hémolytique avec schizocytose et
thrombopénie [18] mais 1’association de ces signes est inconstante (5 a 40% des patients

présentent la pentade diagnostique, selon les sources [17][19-20]).

Criteres majeurs (suffisants pour établir un diagnostic présomptif et démarrer le traitement)
Thrombopénie

Anémie hémolytique périphérique non immunologique avec fragmentation (présence de
schizocytes, test de Coombs direct négatif, augmentation des réticulocytes et des LDH)
Absence d’autre cause évidente d’anémie ou de thrombopénie

Critéeres accessoires

Asthénie marquee

Fievre (si importante avec frissons: évoque plutét une infection)

Signes neurologiques (troubles de la conscience, céphalées, convulsions...)
Atteinte rénale (protéinurie, hématurie, IRA, oligurie)

Signes digestifs (nausées, vomissements, diarrhées, douleurs abdominales)

Tableau 1. Criteres diagnostiques des MAT (d’apres [5])

A- Le syndrome hémolytigue et urémique

Le SHU a été décrit pour la premiére fois par Gasser en 1955 [21]. Il touche principalement le
jeune enfant et représente la cause la plus fréquente d’IRA chez ce dernier [22].

Il est toujours caractérisé par 1’association des 3 signes suivants: anémie hémolytique,
thrombopénie et insuffisance rénale [22].

Le terme de SHU typique est relatif a 1’étiologie infecticuse de ce syndrome. En effet, la
majorité des SHU de I’enfant est causée par un Escherichia coli producteur de Shiga toxine
(STEC) [23], le plus souvent de sérotype O157:H7 [22]. L’enfant se contamine généralement
a partir de viande insuffisamment cuite ou de lait non pasteurisé [11]. La voie hydrique et la
transmission interindividuelle sont les autres modes de contamination [22].

Le SHU débute par une diarrhée, aqueuse puis sanglante, accompagnée de douleurs
abdominales, précédant généralement 1’anémie, la thrombopénie et 1’insuffisance rénale [22].
La fiévre est inconstante.

Tres rares, les infections systémiques a pneumocoque sont aussi une étiologie possible du
SHU. L’infection est sévére et disséminée, avec une grande mortalité (30-50%) mais les

diarrhées sont absentes [22].
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Beaucoup moins souvent, les patients présentent 1’anémie, la thrombopénie et I’insuffisance
rénale, sans prodrome de diarrhée : c’est le SHU atypique [17]. Les causes les plus courantes
de SHU atypiques semblent étre liées a des anomalies de régulation du complément. Un
déficit est décrit pour plusieurs protéines de la voie alterne et de la C3 convertase. Le déficit
est principalement dii 2 une mutation de génes mais la présence, dans certains cas, d’anticorps
dirigés contre la protéine deficitaire a été prouvée [24]. Ces patients ont souvent des épisodes
récurrents de SHU.

Il existe de rares formes familiales de SHU [11].

L’incidence est estimée a 3,3 cas par million et par an pour le SHU typique et 1 cas par

million et par an pour le SHU atypique (données de 2012) [25].

B- Le purpura thrombotigue thrombocytopénique

Le PTT est décrit par Moschcowitz en 1924 [26]. Il est présent a tous les ages mais touche
habituellement 1’adulte jeune, avec une légere prédominance chez les femmes (3:2) [18]. Son
incidence est estimée a moins de 4 cas par million et par an (données de 2014) [25].

Le PTT est un désordre multisystémique caractérisé par des lésions microvasculaires
généralisées. Le tableau clinique chez 1’adulte associe une anémie hémolytique micro-
angiopathique, une thrombopénie et des signes neurologiques, avec présence ou non d’une
insuffisance rénale et de fiévre, et sans aucune autre cause de MAT. La thrombopénie est
toujours le premier signe [20] et son association a une anémie hémolytique doit
immédiatement faire évoquer un PTT, sans attendre I’arrivée des autres signes cliniques.

Les enfants présentant un tableau clinique de MAT sans insuffisance rénale sont aussi décrits
dans la catégorie de PTT [17].

Le PTT est associé a un déficit de la protéine de clivage du vVWF, appelée ADAMTS 13
(activité inférieure a 10% de 1’activité normale). Du fait de ce déficit, des multimeres de vVWF
de trés haut poids moléculaire, libérés par 1’endothélium s’accumulent et entrainent la
formation d’agrégats plaquettaires spontanés [19]. L’occlusion thrombotique se produit dans

de nombreux organes (cerveau, rein, cceur...).
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Mais cette déficience n’est pas retrouvée chez tous les patients atteints de PTT [17]. Le PTT
est presque toujours acquis, avec la présence d’auto-anticorps dirigés contre ADAMTS 13
[27]. Le PTT congénital, causé par une mutation du gene ADAMTS 13, est rare.

C- Les formes secondaires

Environ 40% des MAT sont idiopathiques (données de 2010) [17]. Les autres MAT
surviennent dans des contextes physiologiques ou pathologiques existants, parfois trés

controversés (Tableaux 2 et 3).

Formes idiopathiques ou primitives (40%0)

Formes secondaires (60%0)

Greffe de moelle allogénique et/ou traitement par ciclosporine
Grossesse/post-partum (HELLP syndrome, pré-éclampsie, éclampsie)
Prise de médicaments (cf. Tableau 3)

Maladies auto-immunes (LES, sclérodermie, SAPL)

Infections systémiques (VIH, CMV, E. coli, streptocoques, aspergillose,...)
Cancer systémique métastasée

Hypertension maligne

Thrombopénie induite par I’héparine

Tableau 2. Modes de présentation des PTT et SHU (d’apres [5] et [20])

Immunosuppresseurs (ciclosporine, tacrolimus)
Anticancéreux (gemcitabine, mitomycine C, cisplatine,...)
Quinine

Antiagrégants plaquettaires (ticlopidine, clopidogrel)
Hypocholestérolémiants (pentostatine, simvastatine)
Trimétroprime-sulfaméthoxazole

Interféron pégylé

Tableau 3. Médicaments responsables de la survenue d’une MAT (d’apres [17] et [19], liste
non exhaustive)
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D- La prise en charge des micro-angiopathies thrombotigues

Le diagnostic de PTT primitif est une indication au traitement par échanges plasmatiques,
impliquant une confiance suffisante dans le diagnostic du fait de possibles complications
majeures (en majorité liées aux abords veineux, mais infections systémiques, arrét cardiaque
et décés possible) [17]. Avant cette eére de I’échange plasmatique, le PTT était de trés mauvais
pronostic avec une survie de seulement 10% [18], malgré les différents traitements proposes
(antiagrégants plaquettaires, corticoides, splénectomie [20]).

Le taux de survie est aujourd’hui de 80%. La plasmathérapie est le traitement de référence
[28], avec un double mécanisme d’action : un effet transfusionnel (la transfusion plasmatique
apporte la protéine déficitaire) et un effet soustractif (élimination des multimeres de VWF et
des éventuels auto-anticorps par plasmaphérése) [20]. Les corticoides et le rituximab peuvent
étre aussi étre utilisés de nos jours, mais toujours en association avec les échanges
plasmatiques [19][29].

Malgré un traitement efficace, la mortalité reste importante. Les taux de plaquettes et de LDH
sont les marqueurs les plus sensibles de la réponse au traitement. Le risque de rechute est de
30% environ, rechute favorisée notamment par une chirurgie, une grossesse ou encore une
infection virale [30]. Pour les rechutes a répétition, un traitement par splénectomie est proposé
[20].

Concernant le SHU typique, la prise en charge consiste en des soins de support (apports
hydro-électrolytiques, dialyse...). Dans certains cas, la transplantation rénale peut étre
envisagée. L utilisation d’antibiotique n’est pas recommandée [22]. La grande majorité des
enfants récupérent complétement et de maniére spontanée mais 25% développent une atteinte
rénale, avec 5% de mortalité.

Dans les SHU atypiques, en particulier quand une anomalie de régulation du complément est
suspectée, la plasmathérapie est le traitement de premiere ligne [24]. Si des anticorps anti-
Facteur H sont présents, une corticothérapie associée aux échanges plasmatiques est indiquée.
L’eculizumab, un anticorps monoclonal anti-C5, a aussi démontré son efficacité dans le

traitement des SHU atypiques [22].

Les formes secondaires de MAT impliquent un traitement étiologique (immunosuppresseurs,

anti-infectieux, arrét d’un médicament...) en plus de I’échange plasmatique [20].
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111- Les moyens de recherche des schizocytes

A- La microscopie classique et les recommandations de I’International Council for

Standardization in Haematology

Actuellement, la recherche et le décompte de schizocytes sont réalisés en routine par lecture
au microscope optique, de frottis de sang périphérique colorés selon des protocoles standard
(coloration de type Romanovsky : MGG, Wright-Giemsa...).

En 2005, le GFHC décrit dans un de ses articles un manque de reproductibilité de I’examen
avec une variabilité inter-observateur élevée [6]. L’identification morphologique est difficile
avec une variation importante des criteres suivant les observateurs pour le choix des
fragments a assimiler comme schizocytes. De plus, cette variabilité peut aussi dépendre de la
méthode de comptage (vue d’ensemble ou numération précise), la zone de frottis évaluée, le
nombre de globules rouges comptés et 1’hétérogénéité du compte-rendu aux cliniciens
(présent/absent, évaluation qualitative ou quantitative) [10]. Enfin, une haute imprécision
existe dans le décompte a cause de leur faible concentration [31].

Or, le mangue de standardisation peut mener a une information diagnostique contradictoire,
affectant le traitement et I’issue clinique. Et les biologistes sont parfois mal sensibilisés a
I’importance de cette recherche et aux conséquences de leur réponse dans le diagnostic puis la

prise en charge thérapeutique du malade [32].

Pour diminuer cette variabilité et améliorer la précision et la reproductibilité, le GFHC a
essay¢ de mettre en place des regles de consensus national pour ’identification et le décompte
de schizocytes [4].

Au niveau international, le groupe de travail de I’ICSH [10] a été le premier a publier en
novembre 2011 des recommandations concernant 1’identification et la numération des

schizocytes, que nous détaillons dans les paragraphes suivants.
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1- Identification des schizocytes (d’aprées [10])

Les schizocytes doivent étre identifiés sur la base de criteres morphologiques positifs
specifiques.
Selon I’ICSH, les schizocytes sont toujours de taille plus petite que les globules rouges intacts

et sont définis de la maniére suivante (Figure 2):

- croissants ou triangles: petits fragments de forme variable, avec parfois des angulations ou
des spicules (triangles), avec des bords droits ou parfois un coté convexe (croissants), plus ou
moins déformeés, habituellement denses a la coloration MGG ou occasionnellement péles
résultant d’une déshémoglobinisation au moment de la fragmentation ; les croissants doivent

étre distingués par leur taille des drépanocytes.

- cellules helmet ou casques: érythrocytes endommagés par une seule, ou plus rarement une
double, zone amputée soulignée par un bord droit, avec des coins a angles pointus ; la portion
cellulaire manquante correspond a des fragments qui ont été séparés a la suite d’'une coupure

sur un brin de fibrine.

- kératocytes ou cellules a cornes: cellules endommagées, plus grosses que les petits
fragments, avec une paire de spicules séparées par un segment membranaire semi-circulaire
concave, parfois méme deux ou trois paires de spicules ; ils apparaissent dans les mémes
conditions que les triangles, les croissants et les casques et sont formés par la rupture d’une ou
plusieurs pseudo-vacuoles périphériques et la fusion de la membrane cellulaire. Des cellules
de morphologie identique apparaissent dans les anémies hémolytiques a corps de Heinz (ex :
déficit en G6PD), en résultat d’un retrait d’un corps de Heinz par un macrophage : on les

distingue en évaluant le contexte d’apparition.

- microsphérocytes ou sphéro-schizocytes: érythrocytes hyperdenses (zone centrale pale
absente) de petite taille, avec une forme ronde et une coloration augmentée ; ils sont une
manifestation secondaire de la fragmentation et doivent étre inclus dans le décompte de
schizocytes seulement en présence des formes de schizocytes mentionnées précédemment ; ils
sont probablement formés lorsque la scission réduit la surface membranaire et le volume
cytoplasmique restant ou en résultat d’un changement de forme des schizocytes ; ils sont
présents dans les zones plus aplaties du frottis, proche du c6té frange du frottis ; ils ne doivent
pas étre confondus avec les sphérocytes de la sphérocytose héréditaire ou de 1’hémolyse
d’origine immune, qui ont un diametre diminué mais ne sont pas aussi petits, bien qu’un

chevauchement partiel entre les deux morphologies et terminologies existe.
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(a) of

(b) (c)
Figure 2. Formes typiques pour I’identification des schizocytes : (a) kératocyte et cellule
casque, (b) triangle, (c) microsphérocyte (d’apres [10])

Non évoqués dans la publication de I’ICSH, les schizocytes doivent étre aussi distinguées des
pyknocytes: retrouvés en periode neonatale, ce sont des hématies tres déformées,
hyperdenses, plus petites que les autres globules rouges, présentant de courtes projections
[33].

2- Numération des schizocytes (d’apres [10])

Les schizocytes doivent étre évalués sur des frottis de sang périphérique en utilisant un
microscope optique au grossissement moyen et estimés en pourcentage apres avoir compté au
moins 1000 hématies.

Un décompte de schizocytes doit étre demande et effectué quand on suspecte un diagnostic de
MAT causee par des dommages mécaniques des globules rouges, habituellement chez les
patients présentant une thrombopénie.

Ils doivent étre identifiés avec des criteres morphologiques spécifiques positifs (cf. plus haut).
Un décompte de schizocytes est cliniquement significatif s’ils représentent la principale
anomalie morphologique des hématies sur le frottis (autre que les signes de régénération
érythropoiétique). Chez les adultes, un pourcentage de schizocytes supérieur a 1% doit étre
considéré comme un argument morphologique important pour le diagnostic d’anémie relative
a une MAT.

En revanche, I’'ICSH ne propose pas de seuil précis de significativité clinique.
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B- Les microscopes automatisés

Des systemes automatisés de microscopie optique sont en plein développement, comme le
DM9600 de CellaVision®.

1- La morphologie cellulaire digitale automatisée

Dans la derniere décennie, les analyseurs de morphologie cellulaire digitale automatisés ont
contribué a la standardisation de 1’évaluation microscopique. La morphologie cellulaire
digitale automatisée est un processus par lequel les cellules sont automatiquement localisées
sur un frottis de sang ou de liquide biologique coloreé, puis pré-classées au sein de différentes
catégories. Elles sont ensuite présentées a 1’observateur qui peut confirmer le classement ou
apporter des corrections (reclassification) en déplacgant les cellules une par une : on obtient un

résultat dit « post-reclassification » [34].

Le DM9600 (ou DM96) est un automate qui permet 1’analyse de sang et de liquides
biologiques [35]. Sur le sang, son systeme de morphologie digitale lui permet de réaliser:

- la numération différentielle des leucocytes

- la pré-caractérisation de la morphologie des globules rouges

- une estimation de la numération plaquettaire.

2- Aspects techniques de I’automate

La partie optique du DM9600 est constituée d’un microscope motorisé et d’une caméra, tous
deux pilotés par un logiciel d’acquisition d’image et de classification installé sur ordinateur.
Le microscope est équipé de 2 objectifs (10 et 100), le dernier est a immersion avec
distribution d’huile automatique. Il possede aussi des instruments optiques intermédiaires
capables de passer de 1,0x a 0,5x afin d’obtenir des agrandissements. La caméra numérique
couleur est a transfert de charge et a balaye progressif. L’ensemble est placé a 1’abri de la
poussiere sous carrosserie métallique [35].

Le systeme est congu pour lire des frottis minces étalés et colorés au MGG par un étaleur-
colorateur ou des frottis manuels si leur minceur est suffisante.

L’informatique pilote le microscope en 2 temps :
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1) détermination au grossissement 10 d’une zone « monocouche » d’hématies et repérage des
éléments a photographier

2) retour sur chaque élément pour une photographie au grossissement 100.

3- La classification des globules rouges

Durant les premiéres années d’utilisation de ces plateformes automatisées, les applications se
sont principalement concentrées sur la pré-classification et différenciation des leucocytes [36-
37]. Plusieurs études ont démontré une trés bonne corrélation entre la méthode microscopie et
la méthode automatisée, et ce pour les différentes lignées de leucocytes. De plus, I’automate a

prouvé son efficacité supérieure a la méthode manuelle en cas d’aplasie [38].

Récemment, une nouvelle application logicielle pour ’analyse morphologique des hématies
sur les microscopes automatisés Cellavision®, est arrivée sur le marché : I’application Red
Blood Cell Advanced Software™. Ce logiciel délivre une identification et un classement des
hématies en 21 catégories morphologiques, incluant les schizocytes (Figure 3).

Tout d’abord, la morphologie des globules rouges est automatiquement pré-caractérisée pour
la mise en évidence de polychromatophilie, hypochromie, anisocytose, micro et macrocytose,
et poikilocytose.

Les cellules sont aussi classées en différentes catégories morphologiques précises :
acanthocytes, schizocytes, cellules helmet, dacryocytes, échinocytes, forme normale,
drépanocytes, ovalocytes, elliptocytes, hématies cibles, sphérocytes et stomatocytes.

Enfin, les cellules contenant des inclusions sont aussi répertoriées : corps de Howell-Jolly,

corps de Pappenheimer, hématies ponctuées et hématies parasitées [35].
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Figure 3. Pré-classification des globules rouges par le DM9600 (copie d’écran a partir du
logiciel Red Blood Cell Advanced Software™)

Pour la reclassification, le DM9600 propose au lecteur une image équivalente a environ 8
champs microscopiques au grossissement 100 [35]. De plus, I’application dispose d’une
fonction zoom suffisante pour étudier la morphologie unitaire de chaque cellule [38].

Toutes les catégories de globules rouges, dont les schizocytes, sont rendues en valeurs semi-

quantitatives (0, 1, 2 ou 3) et en pourcentages.
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C- Les données des analyseurs d’hématologie cellulaire automatisés

Les analyseurs automatiques d’hématologie cellulaire, par leur capacit¢ a analyser les
propriétés physiques et chimiques de milliers de cellules, permettent actuellement des
décomptes cellulaires précis dans une pratique de routine et d’urgence. Concernant les
schizocytes, certains parametres de ces analyseurs semblent étre une alternative au décompte

par microscopie classique.

1- Le parameétre Globules Rouges Fragmentés

Un certain nombre d’analyseurs de derniere génération délivre maintenant un parameétre

original appelé « fragmented red cells » ou « globules rouges fragmentés » [39].

Les prémices de l’utilisation de ce paramétre vient d’une équipe japonaise [40] qui, en
utilisant la technologie Sysmex®, a étudié les petits globules rouges exempts d’ARN par le
canal réticulocyte (RET). Sur la base du nombre d’événements dans cette zone, la

modeélisation a permis la détermination du nombre probable de schizocytes.

Actuellement, deux constructeurs, Siemens® et Sysmex®, présentent des automates capables
de discriminer et compter de maniere directe et non subjective les GRF, sur une base urgente
et de routine, dans 1’objectif d’étre équivalent au décompte microscopique. La détermination
du nombre de GRF est analyseur dépendant et les procédures techniques sont spécifiques a
chaque fournisseur (Figure 4).

Avec la technologie Siemens®, les GRF sont mesurés directement par une analyse optique a
deux dimensions, qui combine une analyse intégrée des hématies et des plaquettes. Les GRF
correspondent aux cellules de trés faible volume, en-dessous du seuil de 30fL, et avec un
indice de réfraction > 1.4 (le contenu en hémoglobine permet de les différentier des
plaquettes). Les GRF sont mentionnés s’ils sont présents au-dessus du seuil de 10 000
événements par microlitre [41].

Sysmex® utilise toujours le systeme de détection du canal réticulocyte (RET) decrit dans
I’étude japonaise. Apres coloration par un colorant de polyméthine fluorescent, I’analyse du
forward scatter (FSC) et de I’intensité de fluorescence permet a I’appareil de détecter les
événements dans une zone d’hématies avec un plus petit volume que les globules rouges

normaux et avec un contenu en ARN plus faible que les plaguettes, et qui correspondent aux
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GRF. Une zone supplémentaire (Gate-1) est incorporée pour minimiser les effets de globules
rouges normaux de petite taille (observés en cas d’anémie par carence martiale ou d’autres
pathologies). 30 000 cellules sont analysees et un signal se produit automatiquement s’il y a
présence de GRF [40][42].
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Figure 4. Principes de décompte des GRF (a gauche : technologic Siemens®, d’aprés [41] ; a

droite : technologie Sysmex® d’apres [43])

Diverses études ont évalué ce parametre et montrent globalement une bonne corrélation entre
les données automate et le décompte microscopique de schizocytes (coefficient de corrélation
moyen de 0,67 pour Siemens® et 0,77 pour Sysmex®), bien qu’il y ait une tendance générale
a la surestimation du nombre de schizocytes (environ 0,5% pour Siemens® et 0,8% pour
Sysmex®) [39].

De plus, elles démontrent une bonne sensibilité mais une pauvre spécificité du parameétre
GREF. En effet, pour les deux types d’analyseurs, les GRF sont identifiés seulement sur la base
de la taille et du contenu en hémoglobine, indépendamment de leur forme. Donc d’autres
particules comme les petits globules rouges ou des fragments de membrane peuvent étre
inclus dans le decompte. Et les resultats faussement positifs correspondent le plus souvent a
des échantillons avec une poikilocytose importante que 1’on retrouve dans diverses
circonstances : anémie microcytaire séveére par carence martiale, hémoglobinopathies, grands
bralés, néoplasies myéloprolifératives [39]. La faible spécificité du paramétre est aussi
majorée par une contamination courante par les plaquettes : cette notion est prouvée par la
présence de pics de GRF succédant les transfusions de plaquettes chez les patients

transplantés médullaires aplasiques [39].
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Les rares cas de faux négatifs correspondent eux a un contexte de macrocytose, anémies
mégaloblastiques ou SMD, ou les fragments peuvent avoir un volume plus important que
d’habitude [39].

Concernant le seuil de positivité, les études proposent un seuil de 0,2-0,3% pour Siemens® et
0,3-0,5% pour Sysmex®.

Il est important de noter que le parametre GRF est un paramétre peu codteux et disponible
immédiatement. La méthode est observateur-indépendante et montre une bonne
reproductibilité.

Ainsi, le parametre GRF peut étre utilisé comme un outil de dépistage pour la détection des
schizocytes dans le cadre des MAT mais une évaluation microscopique des résultats positifs

est nécessaire pour confirmer leur présence [44].

2- Le paramétre HYPER

Le paramétre HYPER, pour hyperchromie, est aussi un parametre érythrocytaire retrouve
chez les analyseurs Siemens® qui quantifie les cellules dites « hyperchromes ». Un signal se
déclenche en cas de pourcentage supérieur ou égal a 4% d’hématies présentant une CCMH
supérieure a 41g/dL. Parmi les étiologies possibles de déclenchement du signal, on retrouve la
sphérocytose héréditaire, la drépanocytose et le SHU [45].

Aucune étude sur ce parameétre n’est actuellement disponible dans la littérature dans le cadre

de schizocytoses.

1V- Objectifs de I’étude

Nous avons voulu étudier les performances du DM9600 a partir de frottis sanguins étalés par
la technologie Siemens®. De plus, nous avons souhaité savoir si une utilisation combinée de
la microscopie manuelle, automatisée et des données des analyseurs d’hématologie cellulaire
automatisés nous permettait d’optimiser la prise en charge quotidienne des demandes de

recherche de schizocytes.
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Matériel et méthodes

I- Echantillons

169 tubes de sang veineux périphérique avec anticoagulant EDTA (BD Vacutainer®) ont été
utilisés. Les frottis sanguins ont été étalés sur lame (FF-100, Matsunami®) et colorés au
MGG par I’Autoslide de D’analyseur d’hématologie cellulaire Advia2120i (Siemens®).
Certains frottis ont été colorés en double par le systeme SP-10 de I’analyseur d’hématologie
cellulaire XN3000 (Sysmex®). La lecture des frottis (décompte des hématies et des
schizocytes) a été réalisée soit au microscope manuel considéré comme la technique de

référence, soit par analyse microscopique automatisee.

I1- Analyse de la qualité d’étalement des frottis sanguins

La qualité des frottis est évaluée par analyse des lames a ’aide du logiciel SmearChecker
(CellaVision®). Le logiciel évalue I’étalement des frottis, en colorant I’image d’un frottis
virtuel en vert (qualité acceptable de la monocouche de cellules), jaune (qualité intermédiaire
de la monocouche) ou en rouge (qualité non acceptable de la monocouche, trop fine ou trop

épaisse).

I111- Décompte des schizocytes par microscopie manuelle

Le décompte est réalisé via un microscope (Leica DMRB®), selon les recommandations de
I’ICSH concernant les criteres morphologiques des schizocytes, sur 6 champs au
grossissement 100 a 1’aide d’un compteur de cellules sanguines (Counter Diff 15,
Labomoderne®). Le nombre de globules rouges totaux présents sur 6 champs est déterminé
en comptant le nombre de globules rouges présents sur le quart d’'un champ microscopique
multiplié par 24. Le pourcentage de schizocytes, correspondant au rapport du nombre de
schizocytes sur le nombre de globules rouges totaux, est déterminé pour chaque frottis.

Lorsque le pourcentage de schizocytes a été rendu antérieurement a la réalisation de ce
mémoire, celui-ci a été déterminé en comptant le nombre de schizocytes présents sur 6

champs au grossissement 100.

26



1V- Décompte des schizocytes par microscopie automatisée

Le décompte de schizocytes est réalis¢ par le systétme automatisé d’analyse d’images
DM9600 (CellaVision®). L’application Advanced Red Blood Cell Software™ permet une
classification des globules rouges et rend un décompte de schizocytes. On obtient un premier
pourcentage « pre-reclassification ». Aprés Vérification par un opération et déplacement si
nécessaire des cellules (reclassification), on obtient un deuxieme pourcentage « post-
reclassification ». La phase de reclassification est réalisée pour tous les frottis par un seul et
méme opérateur.

Le logiciel fait la distinction entre cellules helmet et schizocytes. Nous avons fait le choix de

regrouper ces deux catégories pour obtenir un seul pourcentage de schizocytes totaux.
Pour chacun des deux types de lecture (microscopie manuelle et automatisée), nous avons
choisi de ne pas tenir compte du nombre de microsphérocytes, qui ont donc été exclus des

décomptes de schizocytes.

V- Statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées avec les logiciels Microsoft Excel® version 2007 et
GraphPad Prism® version 7.04.

La reproductibilité et la répétabilité ont éte évaluées avec le coefficient de variation (CV).

La sensibilité, spécificité, VPP et VPN des résultats obtenus ont été déterminées par
dénombrement des vrais/faux positifs/négatifs.

La comparaison de deux moyennes d’échantillons appariés ou non a été réalisée avec un test

de Student.

V- Extraction des données

Le recensement des parameétres biologiques, pour les demandes antérieures de recherche de
schizocytes et les demandes traitées au cours de la réalisation de ce mémoire, est effectué
avec une extraction de données du logiciel DxLab (Mediasys®) réalisée a 1’aide du logiciel
Crystal Report®.

Pour les paramétres GRF et HYPER, les valeurs sont récupérées a partir des données

archivées sur I’analyseur Advia2120i®.
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Résultats

I- Recensement des demandes de recherche de schizocytes des 4 premiers mois de
Pannée 2017

Nous avons recensé, de maniere rétrospective, toutes les demandes de recherche de
schizocytes entre le 1% janvier et le 30 avril 2017. Pour chacune des demandes, nous avons
reporté la date de la demande et le service prescripteur, ainsi que la mesure de plusieurs
parametres de 1’hémogramme (hémoglobine, hématocrite, numération des plaquettes et des
réticulocytes) et plusieurs paramétres témoins du processus d’hémolyse (LDH, bilirubine et
haptoglobine).

En premier lieu, nous avons classé ces demandes en fonction du nombre de schizocytes rendu
sur 6 champs microscopiques. Nous avons donc défini 4 catégories selon les criteres
suivants :

- Absence de schizocytes : 0 schizocyte (0%)

- Présence de rares schizocytes : entre 1 et 9 schizocytes (entre 0,01 et 0.49%)

- Présence de quelques schizocytes : entre 10 et 19 schizocytes (entre 0,50 et 0,99 %)

- Présence de schizocytes : a partir de 20 schizocytes (a partir de 1%)

Pour chaque catégorie, nous avons déterminé la valeur moyenne des paramétres

hématologiques et biochimiques cités ci-dessus (Tableau 4).

Nombre de | Hémoglobine | Hématocrite | Plaquettes | Réticulocytes | LDH | Bilirubine | Haptoglobine
Catégories | demandes (g/dL) (%) (G/L) (G/L) (UI/L) | (umol/L) (g/L)
Absents 551 10,9 32,6 215 74 862,6 20,9 1,35
Rares 206 9,5 28,7 182 90 1209,3 26,0 1,05
Quelques 32 8,4 24,9 149 104 1084,4 12,3 0,58
Présents 15 8,5 24,0 115 158 1977,9 12,9 0,43
TOTAL 804

Tableau 4. Nombre de demandes et valeur moyenne des parametres biologiques pour chaque
categorie de schizocytes

On recense 804 demandes dont 47 (5,8%) ont été rendues significatives (pourcentage de
schizocytes > 0.5%). De plus, on observe une corrélation proportionnelle entre I’augmentation
de la schizocytose, 1’augmentation du nombre de réticulocytes et la diminution de

I’hématocrite, de la numération plaquettaire et de 1’haptoglobine.
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Dans un deuxiéme temps, Nous nous sommes intéressés aux services prescripteurs et avons

répertorié toutes les demandes par service (Tableau 5).

Prescripteur Nombre de
demandes
Néphrologie 247
Gynecologie-obstétrique 122
Réanimation 111
Onco-hématologie 110
Urgences (adultes et pédiatrie) 53
Médecine interne / Path. infectieuses 46
Cardiologie 17
Autres services 98
TOTAL 804

Tableau 5. Nombre de demandes par service prescripteur

La néphrologie arrive en téte des services prescripteurs, suivie par la gynécologie-obstétrique

(surveillance de grossesse), la réanimation et 1’oncohématologie.

Enfin, nous avons déterminé le volume quotidien de recherche de schizocytes (Tableau 6).

Moyenne [min;max] | Ecart-type
7[1;16] 3,60

Tableau 6. Nombre de demandes quotidiennes de recherche de schizocytes
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11- Evaluation des performances du DM9600 pour le décompte des schizocytes

A- Etude de répétabilité

Pour étudier la répétabilité du DM9600, nous avons sélectionné deux échantillons : le premier
avec une schizocytose comprise entre 0,5 et 1%, le deuxiéme avec une schizocytose
supérieure a 1%. Chaque frottis des deux echantillons est lu 10 fois par le DM9600. Nous
obtenons le nombre total de globules rouges comptés par le DM9600 sur un champ de lecture
ainsi que le pourcentage de schizocytes mesuré avant et apres reclassification par un

observateur (Figure 5).
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Figure 5. Répétabilité du DM9600 (a. et b. Nombre de globules rouges comptés et
pourcentage de schizocytes mesuré pour 1’échantillon avec la schizocytose comprise entre 0,5
et 1% ; c. et d. Nombre de globules rouges comptes et pourcentage de schizocytes mesurée
pour I’échantillon avec la schizocytose > 1%)

Concernant 1’échantillon avec un pourcentage de schizocytes compris entre 0,5 et 1%, le CV
du nombre de globules rouges comptés est assez bon (6,43%). En revanche, celui du
pourcentage de schizocytes pré-reclassification est élevé (39,75%). L’étape de reclassification

améliore la valeur du CV mais celle-ci reste bien supérieure a 10% (17,35%).
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Concernant I’échantillon avec un résultat significatif, le CV du nombre de globules rouges
comptés est encore meilleur (3,38%). Celui du pourcentage de schizocytes pré-reclassification

reste élevé (29,00%) et celui post-reclassification se rapproche de la valeur de 10% (12,38%).

B- Etude de reproductibilité

Pour étudier la reproductibilitt du DM9600, nous avons choisi un échantillon avec un
pourcentage de schizocytes supérieur a 1% et nous avons étalé 10 frottis successifs avec les
mémes parametres d’étalement. Les 10 frottis sont ensuite lus par le DM9600. Nous avons
déterminé le nombre de globules comptés et le pourcentage de schizocytes mesuré avant et
aprés reclassification par un observateur. En parallele, nous avons réalisé un décompte de

schizocytes par lecture microscopique classique par le méme observateur (Figure 6).
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Figure 6. Reproductibilité du DM9600 (a. Nombre de globules rouges comptés ; b.
Pourcentage de schizocytes)

Le CV du nombre moyen de globules rouges comptés est de 2,99%. L’automate est donc tres
reproductible pour ce parametre.

En revanche, le CV du pourcentage de schizocytes avant reclassification est élevée (30,19%).
L’¢tape de reclassification par le lecteur, comme pour la répétabilité, améliore la
reproductibilité (CV de 11,24%) et se rapproche de celle du microscope manuel (CV de
9,49%).
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C- Demandes non significatives

Nous avons sélectionné 100 frottis sanguins correspondant a 100 demandes de recherche de
schizocytes qui ont été rendues au prescripteur non significatives (schizocytose < 0,5%) au
cours d’une lecture antérieure. Au départ, I’objectif était d’exploiter un certain nombre de
frottis (seuil maximal fixé a 100). Pour cela, nous avons récupéré et utilisé les frottis de toutes
les demandes quotidiennes rendues non significatives. Mais nous avons mis en évidence la
présence de demandes successives pour plusieurs mémes patients que nous avons choisi
d’exclure, en ne conservant que la premiére demande.

Ces frottis ont été lus par le DM9600 et nous avons déterminé le nombre de globules rouges
comptés, le pourcentage de schizocytes mesuré avant et apres reclassification par un
observateur. Enfin, nous avons défini en parallele le pourcentage de schizocytes par lecture
microscopique classique.

Nous avons comparé le pourcentage de schizocytes rendu par microscopie manuelle avec le
pourcentage pré-reclassification de la méthode automatisée d’une part, et le pourcentage post-

reclassification d’autre part (Figure 7).
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Figure 7. Comparaison du pourcentage de schizocytes entre microscopie manuelle et
automatisée (a gauche : pré-reclassification ; a droite : post-reclassification)

Concernant la comparaison avec 1’étape de pré-reclassification, on observe une grande
dispersion des points en lien avec la mauvaise reproductibilit¢ de I’automate lors de cette
étape.

En revanche, la corrélation est meilleure entre 1’étape de post-reclassification et la

microscopie manuelle, bien qu’elle ne soit pas optimale.
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De plus, visuellement, en considérant un intervalle comprenant 95% des valeurs obtenues,
nous en déduisons un seuil de positivité de > 0,8% pour 1’étape de pré-reclassification et de >

0,4% pour I’étape de post-reclassification.

D- Patients hospitalisés pour micro-angiopathie thrombotique

Nous avons recensé toutes les demandes de recherche de schizocytes pour 3 patients
hospitalisés avec un diagnostic de micro-angiopathie thrombotique :

- femme de 72 ans présentant un SHU typique post-infectieux (1)

- enfant de 2 ans présentant un SHU atypique (2)

- femme de 42 ans présentant un SHU typique post-infectieux (3).

Comme précédemment, tous les frottis sanguins correspondant a ces demandes ont été lus par
le DM9600 et nous avons déterminé le nombre de globules rouges comptés, le pourcentage de
schizocytes mesuré avant et apres reclassification par un observateur. Enfin, nous avons défini

le pourcentage de schizocytes par lecture microscopique classique (Figure 8).
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Figure 8. Comparaison du pourcentage de schizocytes entre microscopie manuelle et
automatisée (a gauche : pré-reclassification ; a droite : post-reclassification)

Pour les 3 patients, nous avons voulu évaluer I’évolution du pourcentage de schizocytes, des

LDH et de la numération plaquettaire tout au long de I’épisode de MAT (Figure 9).
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Figure 9. Evolution du pourcentage de schizocytes, des LDH et de la numération plaquettaire
au cours de I’épisode de MAT des patients (1), (2) et (3) (a gauche : pourcentage de
schizocytes et LDH ; a droite : numération plaquettaire)

Pour les deux premiers patients (1 et 2), I’évolution du pourcentage de schizocytes et des

LDH est semblable avec une diminution et normalisation des LDH en paralléle de celle des

schizocytes. Concernant les plaquettes, la numération est relativement stable pour le patient

(1) et elle est inversement corrélée au pourcentage de schizocytes pour le patient (2).
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Pour le patient (3), I’évolution de ces trois paramétres est plus irréguliére bien que les LDH et

les plaquettes tendent & se normaliser sur la fin de la période évaluee.

E- Etude de la sensibilité et de la spécificité

A partir des seuils de positivité déterminés avec les demandes non significatives (cf. 11-C),
nous avons calculé la sensibilité, la specificité, la valeur prédictive positive et négative pour
les étapes de pré et post-reclassification en se rapportant au seuil de positivité de 0,5% pour la
microscopie manuelle. (Tableau 7).

Pré-reclassification Post-reclassification
Sensibilité 0,88 1,00
Spécificité 0,94 1,00
VPP 0,88 1,00
VPN 0,94 1,00

Tableau 7. Sensibilité et spécificité du DM9600

I11- Comparaison des technologies d’étalement des frottis sanguins

Nous avons sélectionné 10 échantillons de sang périphérique du jour en fonction de plusieurs
critéres :
- 5 demandes de recherche de schizocytes
- 4 demandes avec un résultat rendu non significatif
Contexte clinique : - anémie avec ictere, dyspnée et hémoglobinurie : diagnostic de AHAI
- suspicion de réaction GvH chez allogreffé aprés maladie de Hodgkin
- pré-éclampsie
- anémie avec ictére : diagnostic de pancreatite aigue
- une demande avec un résultat rendu significatif > 1% : patient présentant un PTT
- 5 demandes de NFS seule (pas de recherche de schizocytes associée)
- 3 demandes avec hémoglobine rendue > 12g/dL
- une demande avec hémoglobine comprise entre 9 et 10 g/dL

- une demande avec hémoglobine rendue < 7g/dL.
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Pour chaque échantillon, 2 frottis sont étalés, I'un par le systeme Autoslide de notre automate
Advia2120i Siemens® et 1’autre par le systéme SP-10 de I’automate Sysmex® XN3000. Ces
paires de frottis sont lues par le DM9600 et nous avons déterminé le nombre de globules
rouges comptés. Nous avons comparé les résultats obtenus pour les deux méthodes

d’étalement (Figure 10).
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Figure 10. Comparaison du nombre de globules rouges comptés entre les deux types
d’étalement

Une différence significative du nombre de globules rouges apparait entre les deux types
d’étalement.

Afin de confirmer nos résultats, nous avons réalisé un test de Student de comparaison de 2
moyennes dépendantes (échantillons appariés) pour chaque échantillon : les deux méthodes

d’étalement donnent des résultats significativement différents.
De plus, pour chaque technologie, nous avons comparé le nombre de globules rouges comptés

lors de deux passages différents du méme frottis: il n’y a pas de différence significative entre

les deux passages des frottis (résultats non présentés).
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1V- Influence des parameétres d’étalement sur le nombre de globules rouges comptés par
le DM9600

Nous avons évalué¢ I’influence des parameétres d’étalement des frottis sanguins sur la qualité
de lecture des éléments figurés, notamment le nombre de globules rouges comptés par le
DM9600.

Pour cela, nous avons fait varier plusieurs parameétres d’étalement pour deux échantillons : le
premier avec un hématocrite normal (33,6%), le deuxieme avec un hématocrite faible
(19,6%).

Les paramétres évalués sont les suivants :

- I’angle avec lequel le film d’étalement va étaler le dépdt de sang sur le frottis (valeurs
possibles : la valeur 0 correspond a un angle de 40° et la valeur 1 correspond a un angle de
45°)

- la temporisation : temps pendant lequel le film d’étalement est maintenu au niveau du dépot
afin que le sang se répartisse sur la totalité de la longueur du frottis

- la vitesse d’étalement : plus la vitesse sera grande et plus le frottis sera court (forces de
cisaillement)

- le volume de la goutte de dépot.

Chaque changement de paramétre entraine 1’étalement d’un nouveau frottis. Chaque frottis est

lu par le DM9600 qui rend un nombre total de globules rouges détectés (Tableaux 8 et 9).

Volume Angle Vitesse | Temporisation| Nombre de
(uL) (pas/s) (ms) globules rouges
3,0 1 3200 1000 1839
2,7 1 3200 1000 1773
3,0 1 3400 1000 1852
2,7 1 3400 1000 1865
3,0 0 3000 1000 1785
3,0 0 3200 1000 1667
3,0 1 3000 1400 1860
3,0 1 3200 1400 1917

Tableau 8. Variation du nombre de globules rouges comptés en fonction des parametres
d’étalement (échantillon a hématocrite normal)
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Volume Angle Vitesse | Temporisation Nombre de
(ul) (pas/s) (ms) globules rouges
4,6 1 3500 590 1245
4,0 1 3500 590 1356
4,6 1 3000 590 1141
4,6 0 3500 590 1553
4,0 0 3500 590 1574
4,6 1 3500 700 1335
4,0 1 3500 700 1443
4,3 1 3000 590 1162

Tableau 9. Variation du nombre de globules rouges comptés en fonction des parameétres
d’¢étalement (échantillon a hématocrite bas)

Pour I’échantillon a hématocrite normal, le DM9600 détecte un nombre moyen de 1819,8
globules rouges par champ avec un CV de 4,22%. Pour 1’échantillon a hématocrite faible, le
DM9600 détecte un nombre moyen de 1351,1 globules rouges par champ avec un CV de
12,20%.

La variation des parameétres d’étalement ne semble pas avoir de conséquences sur le nombre
de globules rouges comptés par 1’automate donc n’influe pas sur le décompte de schizocytes.
Nous avons voulu confirmé ces résultats par I'utilisation du SmearChecker®. Apres analyse
de la qualité d’étalement des frottis, le résultat est identique pour tous les frottis : «non

conforme » (Figure 11). Ce qui confirme nos conclusions précédentes.
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Figure 11. Exemples de frottis « conforme » et « non conforme », d’aprés 1’analyse par le
SmearChecker®
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V- Etape de reclassification des globules rouges

A- Temps de reclassification

Afin de définir en pratique le temps de reclassification des globules rouges via I’application
Red Blood Cell Advanced Software™ du DM9600 et ce, en fonction de la schizocytose, nous
avons sélectionné 15 frottis pour lesquels le pourcentage de schizocytes avait été
précédemment défini par le DM9600 :

- 5 frottis avec un pourcentage de schizocytes < 0.5%

- 5 frottis avec un pourcentage compris entre 0.5% et 1%

- 5 frottis avec un pourcentage > 1%.

Une nouvelle lecture des frottis a été réalisée par le DM9600 et pour chaque frottis, nous
avons procédé a une reclassification des cellules en nous focalisant seulement sur les
schizocytes : nous avons reclassé les schizocytes initialement placés dans d’autres catégories,
et déplacé les cellules rangées initialement a tort parmi les schizocytes. Le temps était
chronométré. Nous avons ainsi pu relever le temps de reclassification et le nombre de cellules
déplacées, et définir le temps moyen par cellule déplacée.

Pour chacune des 3 catégories de schizocytose, nous avons calculé la moyenne des 5 frottis

pour chague paramétre et défini les valeurs minimale et maximale (Tableau 10).

Nombre total
Catégories de cellules Temps ()
déplacées
Schizocytes <0,5% | 8,4 [3;15] 107 [90;121] | 17,1[8,1;37,0]
Schizocytes 0,5-1% | 16,6 [8;27] | 166 [137;215] | 11,6 [8,2;20,6]

Schizocytes > 1% 37 [29;53] 226 [196;276] | 6,24 [5,2;7,4]
Tableau 10. Temps de reclassification des globules rouges en fonction de la schizocytose

(moyenne [minimum ; maximum])

Temps / cellule
déplacée (s)

On note que le nombre de cellules déplacées ainsi que le temps de reclassification augmentent
avec le pourcentage de schizocytes rendus. En revanche, le temps par cellule déplacée

diminue.
En paralléle, nous avons mesuré le temps de décompte des schizocytes par microscopie

manuelle pour un frottis de chacune des 3 catégories de schizocytose préecédemment citées
(Tableau 11).
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Catégories Temps (S)
Schizocytes < 0,5% 65
Schizocytes 0,5-1% 80

Schizocytes > 1% 98

Tableau 11. Temps de décompte des schizocytes par microscopie manuelle

Quel que soit le pourcentage de schizocytes, le temps de décompte par microscopie manuelle

est inférieur au temps de décompte par microscopie automatisée.

B- Nature des cellules déplacées

Nous nous sommes intéressés a la morphologie des cellules déplacées lors de la
reclassification. Au cours de I’ensemble des reclassifications que nous avons réalisées, nous
avons noté¢ d’une part les catégories de globules rouges considérés a tort comme schizocytes
(faux positifs), et d’autre part les catégories ou étaient pré-classés initialement les vrais

schizocytes (faux négatifs).

Les cellules faussement positives correspondaient le plus souvent a des cellules de forme
normale ou des cellules « poubelle ». Pour les faux négatifs, les schizocytes étaient pré-
classés parmi les drépanocytes, acanthocytes et les cellules de forme normale, et plus
rarement dans les catégories dacryocytes et échinocytes.

Un exemple d’erreurs de pré-classification est présenté ci-dessous (Figure 12).
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Figure 12. Exemple d’erreurs de pré-classification des globules rouges : faux positifs
(cerclage rouge) et de faux négatifs (cerclage vert) (copie d’écran a partir du logiciel Red
Blood Cell Advanced Software™)
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VI- Utilisation des données des analyseurs d’hématologie cellulaire automatisés pour la

détermination du nombre de schizocytes

A- Le paramétre Globules Rouges Fragmentés

Nous avons évalué 1’utilit¢ du paramétre GRF rendu par 1’analyseur pour le décompte des
schizocytes.

Pour cela, nous avons tout d’abord défini le « bruit de fond » de 1’appareil. Nous avons donc
sélectionné¢ 50 NFS d’adultes sains réalisées dans la méme journée présentant des valeurs
«normales » pour les parametres suivants: hémoglobine, hématocrite et numeération
plaquettaire. Nous avons ensuite recense les valeurs du paramétre GRF mesuré sur
I’Advia2120i®, pour ces 50 numérations. Enfin, nous en avons déduit le pourcentage de GRF
a partir du nombre total d’érythrocytes mesurés par 1’analyseur.

Nous avons fait de méme pour nos 100 demandes avec un résultat rendu non significatif et les
demandes de nos 3 patients présentant une MAT. Nous en avons déduit comme
précédemment le pourcentage de GRF.

Enfin, nous avons compareé le pourcentage de GRF entre le « bruit de fond », les demandes
non significatives et les demandes-patients pour établir un éventuel lien entre I’importance de
la schizocytose et le paramétre GRF (Figure 13).

Pour un des patients, nous avons obtenu une valeur du paramétre GRF bien supérieure aux

autres demandes. De par son incohérence, nous avons choisi de I’exclure des résultats.
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Figure 13. Comparaison du parameétre GRF
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On note un bruit de fond important et permanent de 1’analyseur concernant ce parameétre.

De plus, on observe une grande dispersion des points pour les catégories « négatifs » et
« patients ».

Cependant, il semble y avoir une différence significative entre ces deux derniéres catégories.
Afin de confirmer nos résultats, nous avons réalisé un test de Student de comparaison de deux
moyennes indépendantes (échantillons différents) pour les demandes non significatives et les
demandes-patients : les moyennes sont significativement différentes.

Enfin, a partir des demandes non significatives, on déduit une valeur prédictive positive : en

effet, le pourcentage de GRF de ces demandes est toujours inférieur a 1%, hormis deux
exceptions.

B- Le parameétre HYPER

De la méme maniére, nous avons étudi¢ ['utilit¢é du paramétre HYPER rendu par
I’Advia2120i®.

Pour cela, nous avons fait exactement la méme démarche que pour le parametre GRF et nous
avons comparé le pourcentage de cellules HYPER entre le « bruit de fond », les demandes
non significatives et les demandes des patients présentant une MAT (Figure 14).
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Figure 14. Comparaison du parametre HYPER

Concernant ce parametre, on note une absence de bruit de fond de ’analyseur.
De plus, il ne semble pas y avoir de différence significative entre les catégories « négatifs » et
« patients ».
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Afin de confirmer nos résultats, nous avons réalisé une fois de plus un test de Student de
comparaison de deux moyennes indépendantes (échantillons différents) pour les demandes
non significatives et les demandes-patients : les moyennes ne sont pas significativement

différentes.

C- Hémoglobine et numération plaquettaire

Nous avons évalué les variations de 1’hémoglobine et de la numération plaquettaire en
fonction de I’importance de la schizocytose. Nous avons donc class€, en 3 séries, nos 100
demandes non significatives et les demandes des 3 patients avec une MAT en fonction du
pourcentage de schizocytes déterminé par microscopie classique :

- pourcentage de schizocytes < 0,5%

- pourcentage de schizocytes compris entre 0,5 et 1%

- pourcentage de schizocytes > 1%.

Pour chaque demande, nous avons répertorié¢ les valeurs d’hémoglobine et de numération

plaquettaire mesurées par I’Advia2120i® (Figure 15).
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Figure 15. Variation de I’hémoglobine et des plaquettes en fonction de la schizocytose

On n’observe pas de corrélation entre I’hémoglobine et la numération plaquettaire : il y a une
grande dispersion des points en particulier pour les demandes non significatives (schizocytose
< 0,5%).

Cependant, pour la série avec une schizocytose > 1%, il semble y avoir une valeur prédictive
positive de I’hémoglobine : plus de 90% des échantillons de cette catégorie ont une
hémoglobine < 10g/dL.
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Discussion

Pour les 4 premiers mois de I’année 2017, nous avons recensé 804 demandes dont 47 (5,8%)
ont été¢ rendues significatives (pourcentage de schizocytes > 0.5%). Il y a donc peu de
résultats significatifs et un grand nombre de demandes inutiles.

Concernant les services prescripteurs, la néphrologie arrive en haut de la liste, ce qui
s’explique par la présence systématique de recherche de schizocytes dans tous les bilans de
consultation des patients avec une pathologie rénale ou transplantés rénaux. En deuxiéme
position, on retrouve le service de gynécologie obstétrique qui comprend la surveillance des
grossesses avec le diagnostic et suivi de 1’éclampsie, pré-éclampsie et du HELLP syndrome.

Il convient de noter la présence des services de réanimation ainsi que les urgences (adultes
comme pediatriques) qui, bien que plus bas dans le classement donc plus faibles en termes de
nombre de demandes, refletent ’importance de la recherche de schizocytes en termes
d’orientation diagnostique et I’'urgence de la prise en charge, en particulier dans le contexte de

suspicion de MAT.

Le DM9600 montre une excellente répétabilité concernant le nombre de globules rouges
détectés. Cependant, il est important de noter que la moyenne des valeurs obtenues pour
1’échantillon avec une schizocytose comprise entre 0,5 et 1% est faible (628,4 globules rouges
détectés), ce qui s’explique par une mauvaise qualité de I’étalement de cet échantillon menant
a des amas de globules rouges non détectés par I’automate. Mais le CV reste trés bon.

Le fournisseur nous indique que le DM9600 a tendance, pour plusieurs passages d’un méme
frottis, a choisir la méme zone de lecture. Cet aspect technique est donc I'une des raisons
expliquant la faible valeur de ces CV.

Dans les deux séries de mesures, le CV du pourcentage de schizocytes avant reclassification
est mauvais (39,75%) avec parfois, pour 1’échantillon avec la schizocytose comprise entre 0,5
et 1%, des différences importantes en termes d’impact clinique (ex : 1,5% de schizocytes
rendus avant reclassification et 0,8% apres reclassification).

Bien que non optimales, les valeurs des CV apres reclassification n’ont pas d’impact clinique.
La valeur plus élevée du CV pour I’échantillon avec la schizocytose comprise entre 0,5 et 1%
peut s’expliquer en partie, par un pourcentage moyen de schizocytes plus faible que pour

I’échantillon cliniquement significatif.
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La reproductibilit¢ du DM9600 avant reclassification n’est pas bonne. Les mesures étant
réalisées par le méme observateur, nous pouvons émettre I’hypothése que la mauvaise qualité
de I’étalement a entraing, dans une certaine mesure, une hétérogéneité entre les différents
frottis.

En comparant avec les résultats obtenus par Hervent et al. [34], les valeurs des CV sont
globalement plus basses donc meilleures que les ndtres. Cependant, nous en arrivons a la
méme conclusion de similitude entre les CV du pourcentage apres reclassification et par
microscopie manuelle. Or, 1’é¢tude hollandaise obtient cette comparabilité aussi avec le

décompte avant reclassification ce qui en fait notre principale divergence.

Concernant nos seuils de positivité, ils sont similaires a ceux obtenus par Hervent (0,7% avant
reclassification, 0,6% apres reclassification) [34].

Cependant, pour les demandes significatives, les coefficients de corrélation entre microscopie
manuelle et automatisée sont beaucoup plus bas (pré-reclassification: 0,47 ; post-
reclassification : 0,67) que ceux d’Hervent (respectivement 0,78 et 0,98) [34], bien que la
conclusion concernant la corrélation entre microscopie manuelle et automatisée avant
reclassification soit la méme (différence non systématique mais considérable). Au contraire,
apreés reclassification, on conclut a une différence négligeable (aucun impact clinique) entre
les deux méthodes mais proportionnelle a la schizocytose.

Concernant les parameétres de sensibilité et de spécificité, ceux obtenus pour la microscopie
automatisée avant reclassification, bien que non optimaux, sont tres bons. Ceci est attendu du
fait de la présence d’un faible nombre d’échantillons avec une schizocytose comprise entre
0,5 et 1%, le panel étant constitué de demandes non significatives et de demandes de patients
ayant une MAT).

La qualité de ces mémes parametres pour 1’étape de post-reclassification s’explique surtout

par la réalisation des mesures par le méme opérateur.

Avant reclassification, le DM9600 a tendance a mal identifier les schizocytes : certains ne
sont pas comptés comme tels et d’autres cellules (autres formes) sont répertoriées a tort
comme schizocytes.

Comme nous, Hervent [34] a évalué les proportions de cellules faussement positives et

faussement négatives que rend le DM9600 avant reclassification :
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- 67% de globules rouges classés initialement comme schizocytes par le logiciel ont di étre
reclassés dans d’autres catégories : 29% de forme normale, 37% de cellules « poubelles », et
le 1% restant composé de dacryocytes, d’acanthocytes et d’échinocytes.

- 26% des globules rouges finalement classés comme schizocytes par I’opérateur proviennent
d’autres catégories : 8% des dacryocytes, 6% des échinocytes, 11% des formes normales, et le
1% restant issu des catégories de drépanocytes, acanthocytes et stomatocytes.

Concernant les faux positifs, nous obtenons les mémes erreurs de pré-classification que
I’équipe hollandaise (majorité de forme normale et de cellules « poubelle »). Cependant, pour
les faux négatifs, nous avons retrouvé les schizocytes principalement dans les catégories
drépanocytes, acanthocytes et de forme normale, et en plus faible proportion parmi les

dacryocytes et échinocytes.

Ces aspects techniques sont a ’origine d’une augmentation du temps de correction avant
validation et du nombre de cellules a déplacer, variation qui se fait en paralléle de
I’augmentation du pourcentage de schizocytes rendus a la fin, comme nous le montrons dans
Nnos mesures.

De plus, la différence d’évolution observée entre le nombre de cellules déplacées et le temps
de reclassification d’une part, et le temps par cellule déplacée d’autre part, trouve son
explication dans 1’aspect des globules rouges. Dans le cas de fortes schizocytoses, 1’aspect des
schizocytes est souvent trés caractéristique et 1’observateur a davantage de facilité a les
repérer dans une population importante. Au contraire, pour des échantillons non significatifs,
I’ceil ne voyant pas de forme caractéristique, va peut-étre s’attarder sur certaines formes
douteuses, avec parfois la nécessité de faire appel a la fonction zoom du logiciel.

Enfin, le temps moyen de correction pour les échantillons significatifs est important (3min
46s). En tenant compte du temps de préparation du frottis pour son passage dans le DM9600
(édition et collage de I’étiquette) et du temps d’analyse et de pré-classification par 1’automate,
nous constatons que le temps total de recherche de schizocytes par méthode automatisée est
plus important que le décompte manuel, ou le temps de recherche de schizocytes comprend
seulement le temps de lecture par 1I’observateur (1min38).

Comme nous venons de 1’évoquer, le temps de correction donc du décompte automatis¢ se
réduit proportionnellement a la schizocytose. Et la différence de temps entre déecompte
automatisé et manuel diminue aussi en paralléle de la schizocytose (respectivement 1min47 et
1min05 pour une schizocytose < 0,5%). En prenant en compte le fait que le temps d’analyse

par le DM9600 est en partie du temps que le lecteur peut utiliser pour la reclassification
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d’autres frottis, nous pouvons conclure qu’approximativement, le temps d’un décompte
automatisé et d’un décompte manuel est le méme pour les frottis avec un pourcentage de
schizocytes < 0.5%.

Tous ces résultats et ces conclusions sont a nuancer du fait de I’expertise assez ¢levée de

I’opérateur qui a réalisé les mesures.

La comparaison du nombre de globules rouges comptés par le DM9600 entre les deux
méthodes d’étalement Siemens® et Sysmex® montre systématiquement un nombre supérieur
pour Sysmex®. Ceci s’explique par une différence des technologies d’étalement. Alors
qu’avec la méthode Siemens®, une goutte de sang est déposée sur le frottis puis étalé avec un
film plastique, la technologie Sysmex® utilise une lamelle en verre pour étaler le dépét. La
série de mesures que nous avons réalisée montre que 1’étalement Sysmex® est de meilleure
qualité et rend une répartition plus homogene des globules rouges sur le frottis.

Cependant la différence de pourcentages de schizocytes mesurés avant et apres
reclassification est plus importante avec la technologie Sysmex® que Siemens®. En effet,
aprés correction, on s’apercgoit que le DM9600 a tendance, pour les frottis étalés avec la
méthode Sysmex®, a identifier des plaquettes comme des schizocytes, entrainant a plusieurs
reprises, des résultats faussement significatifs. Cette remarque peut étre nuancée par le fait
que I’étalement fagon Sysmex® des frottis a été réalisé apres transport des échantillons vers
un autre plateau technique (1h de transport) ce qui a impacté la conservation et 1’état de
I’échantillon donc I’aspect des hématies apres étalement. De plus, le protocole de coloration
Sysmex® fait dans le laboratoire extérieur n’était pas adapté a I’utilisation du DM9600.

Nous observons également que, pour la plupart des échantillons, les pourcentages de
schizocytes apreés reclassification sont plus élevés avec 1’étalement type Sysmex®. La
guestion se pose de savoir si ceci est en partie lié au nombre total de globules rouges comptés

plus élevé avec cette technologie.

Concernant la variation des parametres d’étalement Siemens®, on n’observe pas de différence
significative du nombre de globules rouges comptés par le DM9600 (CV < 5%) pour
I’échantillon avec 1’hématocrite normal. Pour 1’échantillon avec 1’hématocrite plus faible, le
CV est un peu plus ¢€levé mais les différences restent modérées. Ceci s’explique en partie par
la valeur plus basse de I’hématocrite, qui implique des valeurs de globules rouges plus faibles

ce qui a un impact, dans une certaine mesure, sur le CV.
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De plus, comme pour 1’étude de comparaison des technologies d’étalement, on constate que le
nombre de globules rouges comptés est toujours inférieur a 2500, ce qui est bien plus faible
que les valeurs de la littérature (entre 2000 et 4000 globules rouges pour Egele and al. [46],
qui utilisent un étalement Sysmex®). A nouveau, ceci est principalement dd a la technique
d’¢étalement de 1’ Autoslide de Siemens® et est confirmé par les résultats médiocres de qualité
des frottis obtenus par analyse par le SmearChecker®.

Concernant le paramétre GRF, malgré une différence significative du parametre entre les
demandes non significatives et les demandes-patients ayant une MAT, la dispersion des
points et la présence d’un bruit de fond important nous poussent a remettre en cause I’utilité
directe de ce parameétre pour la recherche de schizocytes. D’ailleurs, les valeurs obtenues pour
ce bruit de fond et les demandes non significatives sont bien supérieures au seuil de positivé
de la littérature (0,2-0.3% d’apres [39]).

Par la présence d’une poikilocytose pour les deux demandes non significatives avec
d’exceptionnelles valeurs hautes de GRF, on peut définir la valeur de 1% comme seuil
prédictif positif. Mais un trop grand nombre de demandes-patients ont une valeur de GRF
inférieure a 1% (faible sensibilité). On peut donc considérer le paramétre GRF seulement
comme un outil de détection de la présence de schizocytes, comme cela a été mentionné dans

les études qui ont travaillé sur le sujet [39].

Concernant le parametre HYPER, la dispersion des valeurs et I’absence de différence
significative entre les catégories « négatifs » et «patients » nous permettent d’exclure

définitivement la possibilité d’utiliser ce paramétre dans la recherche de schizocytes.

Concernant nos mesures sur la variation de I’hémoglobine et des plaquettes en fonction de la
schizocytose, la dispersion des points pour les demandes non significatives est attendue. Elle
s’explique par la diversité des contextes de prescription des demandes de recherche de
schizocytes, notamment dans le cadre de bilans systématiques, ou I’hémoglobine et la
numération plaquettaire sont parfois dans les valeurs normales.

Cependant, pour une schizocytose > 1%, il semble y avoir une valeur prédictive positive de
I’hémoglobine a 10g/dL. Cette notion pourrait étre prise en compte pour la prise en charge des

demandes de schizocytes.
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Enfin, au fil des reclassifications effectuées, nous avons observé certains manquements du
DM9600 que ce soit dans le choix de la zone de lecture comme dans 1’analyse des cellules.
D’une part, nous avons observé a de nombreuses reprises que la zone de lecture choisie n’était
pas optimale : zones particllement vides d’hématies dues a 1’étalement, présence de rayures
sur le frottis faussant considérablement les resultats de pré-reclassification en augmentant
artificiellement le nombre de fragments de globules rouges, choix d’une zone en queue de
frottis ou les globules rouges apparaissent déformés.

D’autre part, nous avons remarqué la présence de cellules comptées par le DM9600 deux ou

trois fois selon les cas, et apparaissant donc en doublon ou triplet lors de la pré-classification.

Malgré des résultats mitigés concernant les performances du DM9600, nous avons souhaité
développer une procédure de gestion des demandes de recherche de schizocytes, au vu du
nombre de demandes traitées quotidiennement par notre laboratoire (Figure 16).

Pour chaque demande de recherche de schizocytes, nous vérifions s’il s’agit d’une premicre
demande :

- si aucune antériorité n’est retrouvée, le frottis est lu par le DM9600.

- si une antériorité existe, nous regardons I’importance de la schizocytose rendue. Si celle-Ci
est > 0,5%, un nouveau décompte est réalisé par microscopie manuelle et on privilégie la
lecture de ce frottis par rapport aux autres demandes. Si le pourcentage de schizocytes rendu

antérieurement est < 0,5%, le frottis est lu par le DM9600.

Premiére demande

Ooul NON
NON

A

Recherche de
schizocytes:
DM9600 oul

A 4

Schizocytose 2 0,5%

v v Recherche de

Schizocytose Frottis douteux ou a schizocytes:
< 0,5%: rendue probleme: avis du microscopie manuelle
cytologiste +/-

microscopie manuelle

Figure 16. Prise en charge des demandes de recherche de schizocytes
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Apres lecture du frottis par le DM9600 et vérification rapide de la classification par le
technicien, le pourcentage de schizocytes est validé s’il est inférieur a 0,5%.

En revanche, un avis du cytologiste est demandé dans les cas suivants :

- la visualisation du champ de lecture principal met en évidence des anomalies d’étalement
(rayures, vides, amas de cellules...)

- le nombre total de globules rouges comptés par le DM9600 est inférieur & 1000

- la pré-classification montre la présence d’un pourcentage important de plusieurs formes
pathologiques

- le pourcentage de schizocytes apres reclassification est > 0,5%.

Le cytologiste évalue alors rapidement, d’aprés la classification présentée a 1’écran, si une
lecture par microscopie classique est nécessaire. Si c’est le cas, le frottis est lu manuellement.

Sinon, le décompte proposé par la méthode automatisée est validé.

Ainsi, la majorité de nos demandes de recherche de schizocytes, qui sont non significatives,
seront traitées de maniere efficace et fiable. Et un temps plus important pourra étre consacré
pour des échantillons possiblement positifs et/ou avec une cytologie érythrocytaire complexe
qui nécessitent une évaluation microscopique et globale du frottis sanguin.

Bien évidemment, les étapes de cette procédure devront étre confirmées par de futures
expérimentations impliquant un plus grand nombre d’échantillons et devront étre adaptées

aux eventuelles difficultés rencontrées lors de la mise en pratique.
Concernant les parametres des analyseurs automatisés d’hématologie cellulaire, nous faisons

le choix de ne pas les utiliser pour le moment. En effet, de par leur faible sensibilité, les

prendre en compte n’ajouterait que de la complexité a notre démarche.
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Conclusion et perspectives

Le DM9600 montre de grosses faiblesses pour 1’identification des schizocytes sur un frottis
sanguin. Une correction de la classification par un observateur nous permet d’obtenir des
performances de décompte comparables a une évaluation microscopique. Mais cette
correction est chronophage, tout particulierement lorsque la schizocytose est importante. On
pourrait espérer qu’une formation adéquate du personnel a I’utilisation du DM9600 ainsi
qu’'une intégration de celui-ci dans une chaine robotique couplée a I’analyseur automatisé
d’hématologie cellulaire et a 1’étaleur-colorateur puissent réduire les temps de rendu de
résultats.

Au vu du nombre de globules rouges comptés par le DM9600, le rendu de pourcentage de
schizocytes semble plus précis que le décompte manuel. Ceci est d’autant plus vrai avec la
technologie d’étalement des analyseurs Sysmex®.

Ainsi, si des améliorations techniques du logiciel Red Blood Cell Advanced Software™ sont
réalisées dans les années a venir afin d’améliorer la pré-classification, il serait alors possible
d’envisager une prise en charge des recherches de schizocytes en utilisant seulement la
microscopie automatisée ou éventuellement en la couplant aux données d’analyseurs
automatisés d’hématologie cellulaire (et tout particulierement I’hémoglobine et les GRF).
Enfin, le nombre de recherches de schizocytes finalement non significatives est important. On
pourrait penser qu’une analyse des prescriptions, avec I’aide d’un systeme de prescription
connectée, ainsi que la mise en place d’un contrat clinico-biologique mentionnant les
différents examens a réaliser dans le cadre d’une suspicion de MAT pourrait réduire le
nombre de recherches effectuées et ainsi économiser du temps technicien et biologiste, si

précieux par les temps qui courent.
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Résumé

Les schizocytes sont des fragments d’hématies circulants, dont la présence, considérée
comme anormale, doit avant tout faire suspecter une MAT. Actuellement, leur recherche
s’effectue par microscopie manuelle classique mais des alternatives semblent envisageables
avec le développement de la microscopie automatisée (DM9600 de Cellavision®) ou
I’utilisation de données d’analyseurs cellulaires.

Nous avons évalué les performances analytiques du DM9600 a partir de frottis de sang
périphérique étalés avec la technologie Siemens® pour des demandes non significatives et de
patients présentant une MAT. Le DM9600 montre une bonne répétabilité et reproductibilité
pour le nombre de globules rouges totaux mesurés mais présente une grande variabilité dans
le décompte de schizocytes lors de 1’étape de pré-classification. Une étape de reclassification
par le lecteur permet de se rapprocher des valeurs de la microscopie manuelle. Nous obtenons
une trés bonne sensibilité et spécificité pour ces 2 étapes. Cependant, une comparaison avec la
technologie Sysmex® nous démontre les faiblesses liées a 1’étalement Siemens®. Et le grand
nombre de cellules déplacées rend la méthode trés chronophage.

De futures améliorations techniques permettront probablement au DM9600 d’étre un outil de
choix pour le décompte de schizocytes, notamment en le couplant a d’autres paramétres
biologiques (GRF et hémoglobine).

Abstract

Schistocytes are circulating fragments of red blood cells. Their presence is abnormal and
associated with thrombotic microangiopathy. At present, enumeration of schizocytes is
performed by visually counting during microscopic examination. Whereas, automated digital
cell morphology (DM9600, CellaVision®) and automated haematology analyzers seem to be
alternatives to the “gold standard”.

To evaluate the schistocyte analysis by the DM9600, we used blood smears of controls and of
hospitalized patients, made on an Autoslide Siemens®. The DM9600 shows good within-run
and between-run variabilities for the count of red cells, but during pre-reclassification, there is
a considerable variability for the count of schizocytes. A reclassification is mandatory to
obtain comparable results to the manual microscopic analysis. We calculated a very high
sensitivity and specificity for the two steps. A comparison with the Sysmex® technology
showed the weakness of Siemens® blood films. And the reclassification of many red cells is
cumbersome.

Further technical improvements will probably make the DM9600 more performing and a
good tool for the schistocyte enumeration, especially in association with parameters of
automated cells analyzers (RFC and haemoglobinemia).
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